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要約 
 本研究は、回転分子モーターである F1-ATPase(F1)のリン酸解離角度を明らかにすることを目的とした。ATP
加水分解生成物であるリン酸の解離角度は非常に速く(1000s-1),リン酸の解離を計測することは困難であった。そ
こで我々はリン酸の解離が遅い変異体を作成しようと試みた。我々はF1の触媒部位周辺のP-loop という構造に
Ala変異を導入したTF1(βG158A)の回転を解析し、リン酸解離が野生型より遅くなっていることを確認した。 
さらにこの変異体と野生型を用いて作成したハイブリッドF1の回転を解析することでF1のリン酸解離角度を調
査したところ、ADPより先にリン酸が触媒部位から解離することを示唆する結果が得られた。 
 
導入 
 FoF1-ATP合成酵素は細胞内のミトコンドリア内膜 
や、細菌の原形質膜、葉緑体のチラコイド膜などに位 
置し、膜内外のプロトン濃度勾配と膜電位からなるプ
ロトン駆動力を用いて c-ring とγサブユニット(γ)が
回転する際にβサブユニット(β)に位置する触媒部位で
ADP とリン酸からATP を合成する。FoF1-ATP 合成
酵素のF1複合体は取り出すと単独でATP加水分解活
性を示すので F1-ATPase と呼ばれている。またε,δ
サブユニットがなくても活性を示すのでこれを F1 と
呼び本研究で扱っている。F1のγはATPを加水分解 
する際に合成方向とは逆方向に回転する[1]。F1がATP 
を一つ加水分解する度にγは120°ステップ回転する
[2]。これはF1の 3 つの β が 120°回転対象な位置に
存在している事と ATP を一個加水分解する度に 3 つ
のβが120°位相をずらして共同的に働いている事を
反映している。120°のステップはさらに40°と80°
のサブステップに分けることができる[3,4]。ATP結合、
ADP 解離により 80°のサブステップが引き起こされ
て、ATPの加水分解とPiの解離により40°のサブス
テップが引き起こされる[4]。ある β にATP が結合し
たときのγの角度を0°とすると、そこからγが200°
回転した後に 0°で結合した ATP が加水分解される
[3,4,5]。加水分解後に γ がさらに 40°回転した後に
ADPが解離する[6,7]。これらの条件を満たす回転反応
スキームは現在2通りまで絞られている(図2のB,C)。
2つのスキームの違いはPiリリースのタイミングであ
図1: FoF1-ATP合成酵素(左)とF1(右) 
図2: F1の回転反応スキーム  
Adachi, K (2007) Cell 130, 309-321.より改変[7]。 
Aはタイムコース、B,Cはリン酸先抜け,リン酸後抜
けモデルのスキームを表す。  
る。BスキームはATPが加水分解された後にADPよりも先にPiが解離しているのでPi先抜けモデルと呼ばれ
る。CスキームはATPが加水分解された後にADPよりも後にPiが解離しているのでPi後抜けモデルと呼ばれ
ている。どちらのスキームにも根拠となる論文が発表されており、この問題はまだ議論の余地がある。そこで我々
はリン酸の解離が遅い変異体を作成し、F1の 3つの βのうち 1 つを変異体にしたハイブリッドF1の回転を解析
することで、変異体のリン酸が抜ける角度を特定することでリン酸解離角度を明らかにしようと試みた。 
 
P-loop変異体 
我々はリン酸解離を遅くする変異導入場所として β のP-loop 構造に着目した。先行研究によるP-loop 変異体
TF1(βG158C)の調査[8]によると、活性が下がることはわかったが、その決定的原因はわからなかった。そこで我々
は活性の低下原因はリン酸解離が遅くなったためであると考えた。またP-loopの構造(図3)を見るとATP結合部
位付近に存在し、ATP のγリン酸(3 つ目のリン酸)を取り囲むような構造をしていることからもリン酸の結合解
離に関与していると考えた。今回我々は158番目のGlyをAlaに変異させたTF1(βG158A)変異体の活性を調査
した結果、野生型の1/2.6まで低下することがわかったのでこの変異体を用いることにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験方法 
 全反射蛍光顕微鏡を用いて一分子観察を行っ
た。数ミリ秒程度の反応速度定数を求めるために、
回転プローブ(目印)になる物には直径40nmの金
コロイド粒子を利用した。F1はα3β3リングに導
入したHis-tagを利用してNi-NTAガラス上に固
定する。γサブユニット先端に変異導入したCys
をビオチンで修飾させる。アビジンで修飾した金
コロイド粒子を、ビオチン-アビジン結合でγサブ
ユニットに結合する。均一強度のレーザー光をサ
ンプル面で全反射させることで発生するエバネ
ッセント場に照射された金コロイドの散乱光の
重心解析を行い、dwell time(ステップの待ち時
間)のヒストグラムをフィッティングした式から
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図3: P-loopの構造 (野生型(左)と変異体(右) 
黄色の部分がP-loop である。黒丸で囲んだ紫の部分が変異導入場所である。変異によって変わるのは側
鎖のHがCH3に変わるだけである。 
 
図4: 全反射蛍光顕微鏡の光学系の模式図 
(Ueno H. Biophys J.(2010) 98(9) 2014-23より改変[9]) 
時定数を求め反応の速さを調べた。一分子回転観察はG158AについてATP飽和濃度(5 mM)で行い、ATP加水分
解とリン酸解離の反応速度定数を求めた。次にハイブリッドF1を作成し、変異体のリン酸解離の位置を調べた。
野生型のデータは先行研究[10]を参考にした。 
 
実験結果(G158Aの回転観察) 
G158AについてF1がステップ回転する際の停止時間(dwell time)のヒストグラムをフィッティングすることで
反応の時定数を求めた。ATP飽和濃度(5 mM)の場合、dwell timeは律速段階がATPの加水分解とリン酸の解離と
2段階あるのでの二次の指数関数でフィッティングすることで2つの時定数を得られる。結果を見るとばらつきは
あるがG158Aの2つの時定数は野生型と比較して明らかに長くなっているため、G158AはATP加水分解・リン酸
の解離共に野生型に比べて遅いことがわかり、ハイブリッドF1をATP飽和濃度で回転観察することでF1の回転反
応スキームを決定できる期待が高まった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験結果(ハイブリッドF1の回転観察) 
ハイブリッドF1の回転観察を行ったとこ
ろ、シングルミュータントα3β2β(G158A)γの
結果を得ることができた。シングルミュータ
ントの場合はG158Aの2つの時定数が1ヶ所
のdwellに現れるか他のdwellにまたがって現
れるかを確認することで回転反応スキーム
を特定することができる(図6)。結果は1つの
dwellにG158Aの2つの時定数が現れ、リン酸
先抜けモデルを支持する結果が得られた。 
 τ1(ms) τ2(ms) 
G158A 6.5±1.1 3.6±0.6 
野生型 0.81±0.04 0.42±0.02 
野生型 
τ1 = 0.74 ms 
τ2 = 0.38 ms 
G158A 
τ1 = 7.5 ms 
τ2 = 3.9 ms 
図5:  dwell time ヒストグラム( 野生型(左) , G158A(右) ) 
※野生型は吉田 修論(2013)より引用[10] 
表1:  dwell time ヒストグラムから得られた時定数 
図6: ハイブリッドF1の回転反応スキーム([7]より改変) 
図7はシングルミュータントの解析結果で
ある。Dwell毎にdwell time解析をし、それ
ぞれのdwellの2つの時定数を求めた。さらに
表1と比較して時定数が野生型(WT)由来で
あるかそれともG158A由来であるかをラベ
リングした。この結果と図6を見比べること
で回転反応スキームを決定する。(図8) 
 
考察 
 図8より2つともG158A由来の時定数
が現れるdwellは200°のみであるので
200°でのdwellがDwell1に相当すると同
時に320°がDwell2, 80°がDwell3と定
まる。したがって200°(=Dwell1)では後抜
けスキームは却下されることになった。
320°(=Dwell2)の停止は2つともWTの
時定数であるのでまたしても後抜けスキー
ムが却下され、80°(=Dwell3)の停止は2
つともWTの時定数であるがdwell1と
dwell2の結果から後抜けが却下された。し
たがって、すべてのdwellで先抜けモデル
を支持する結果が得られ、F1はADPより
先にリン酸(Pi)を解離することがわかった。 
結果は乗せていないがダブルミュータント
でも同じ結果が得られた。今後の課題とし
ては、結果の信頼度を高めるためにATP
低濃度でATP結合待ち角度への停止角度
遷移を確認することがあげられる。 
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図7:ハイブリッドF1(シングルミュータント)の 
dwell毎のdwell time 解析 
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